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troll- Oder Referenzplasma bzw. Kontroll- Oder 
Referenzserum fur diagnostische Zwecke, wel- 
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@ Lyophilisiertes Kontroll- oder Referenzplasfna bzw. Kontroll- oder Roferenzserum fur diagnostlsche 
Zwecke. 



@ Die Erfindung betrifft ein lyophaislertes Kontroll- oder Referenzplasnna bzw. Kontroll- oder Referenz- 
serum fur diagnostisclie Zwecke, welches Lipoproteine^ insbesondere Apo-6-haltige Lipoproteine 
enthalt einen Wassergehalt zwischen 1 und 10 %, vorzugsweise zwischen 1,5 und 5 %, aulweist und zu 
einer klaren 1-osung mit einer TrQbung von maximal 70 LSU rekonstitulerbar 1st Welters betrifft die 
Erfindung ein Verfahran zur Herstellung eines lyophillsierten Kontroll- oder Referenzplasmas bzw. 
Kontroll- oder Referenzsemms sowie etn Verfahren zur Herstellung eines Kontrollr oder Referenzplas- 
mas txzw. Kontroll- oder Referenzserums. 
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Die Erfindung b trifft ein lyophilisiertes Kontroll- d r Referenzplasma bzw. Kontroll- oder R ferenzse^ 
rum furdiagnostische Zwecke, welches Lipoproteine, rnsbesondere Apo-B-haltige Lipoproteine enthalt, sowie 
ein Verfahren zu dessen Herstellung. 

Die Lyophillsierung von wasserigen Losungen ist eine ubliche Methode zur Herstellung von lagerstabilen 
5 PrSparaten. Dabei wird Wasser aus der gef roreneh Ldsung durch Subllmleren im Vakuum entfernt. Der Was- 
sergehalt von lagerstabilen Lyophilisaten betragt im allgemeinen weniger als 1 % (w/w). Die Haltbannachung 
von wasserigen L5sungen durch Lyophilisieren ist jedoch nur dann angebracht, wenn durch den Wasserentzug 
die physikalischchemischen Elgenschaften der Inhaltsstoffe nicht wesentlich verSndert werden. 

Die Lyophi lisierung von lipoproteinhaltigem Plasma oder Serum stellt ein gro&es Problem dar, da nach Re- 
10 konstitution zumeist trube Losungen erhalten werden. Lipoproteine konnen durch die Lyophillsierung dena- 
turiert werden, so da& ihre Bestimmung mit elektrophoretlschen oder immunologlschen oder optischen Me- 
thoden schwierig Ist. 

Ein gangiges Ma& fur die Trubung, die eine Losung aufweist, ist das LSU (ligh scattering unit). Im allge- 
meinen gilt eine Ldsung als trQb. wenn sie bel der Messung Im Nephelometer bei 340 nm und einer Schicht- 

15 dicke von 1 cm ein MeOsignal von mehr als 70 LSU aufweist (Referenz: Wasser). 

Aus der Literaturstelle Clin. Chem. (1990), 36, 366-369 geht hervor, da& sich lyophilisiertes Serum auf- 
grund der Denaturierung von Upoprotelnen nlcht als Referenz zur Bestlnrvnung der Lipoproteine efgnet Dies 
trifft vorallem auf Apo-B-Lipoproteine zu, deren Struktur wdhrend der Dehydrierung und Rehydrlerung derart 
verandert wird, da& ihre Loslichkeit herabgesetzt wird, woraus eine Trubung des Serums erfblgt 

20 Versuche zur Verhinderung der TrQbungsbildung durch Zusatz von Stabllisatoren. wie z.B. Saccharose, 

zum Ausgangsmaterial (Serum) sind in der AT-B-381 135 und In der US-A-4 701 417 beschrleben. Demnach 
kann die Trubung, ausgedrOckt durch die In der Nephelometrie gemessenen LSU, unzulSssig hoch sein, so 
dafl diese Prdparate nicht als Referenz zur nephelometrlschen Bestimmung herangezogeri werden kdnnen. 
Eine Lfisung gilt als geeignet zur Verwendung bei diagnostlschen Methoden, wenn sle eine TrObung von ma- 

25 ximal 70 LSU aufweist 

Ein spezielles Verfahren zur Lyophillsierung ist in der US-A-3 928 566 und in der US-A-3 i932 943 beschrle- 
ben. Durch ein SprayVerfahren werden in Serum oder Plasma kieine Eiskristalle gebiidet. wodurch die Erhd- 
hung der Trubung nach Rekonstitutlon weniger als 20 % ausmacht. Dieses Verfahren ist jedoch sehr aufwen- 
dig. 

30 Die Erfindung stellt sich die Aufgabe, die Nachteile der genannten lipoproteinhSltigen Lyophilisate zu ver- 

meiden und ein lyophilisiertes Kontroll- oder Referenzplasma bzw. Kontroll- oder Referenzserum furdiagno- 
stische Zwecke zur Verfugung zu stellen, welches zu eIner klaren Ldsung rekonstltuierbar ist und durch ein 
einfaches Verfahren hergestellt werden kann. 

Diese Aufgabe wird erfindungsgemafi durch ein lyophilisiertes Kontroll- oder Referenzplasma bzw. Kon- 

35 troll- Oder Referenzserum fur diagnostische Zwecke, welches Lipoproteine, insbesondere Apo-B-h§ltige Llpo* 
proteine enthalt, geldst, welches dadurch gekennzetohnet ist, daft es einen Wassergehalt zwischen 1 und 10 
%, vorzugswelse zwischen 1 ,5 und 5 %, aufweist und zu einer klaren Ldsung mIt eIner TrObung von maximal 
70 LSU rekonstltuierbar ist 

Ein besonders bevorzugter Berelch des Wassergehaltes des Lyophllisates llegt zwischen 2 und 5 %. 

40 Es hat sich herausgesteilt. da& bedingt durch eine bestlmmte Restfeuchte im Lyophilisat die Rekonstitu- 

tlon zu einer klaren Ldsung mogltch ist Der Wassergehalt im Lyophilisat steht im unmlttelbaren Zusammen- 
hang mit der Zunahme der Trubung durch die Lyophillsierung. Je hoher der Wassergehalt des hydratlslerten 
Lyophllisates, umso geringer Ist die Zunahme der TrObung. Eine Restfeuchte von 1 bis 10 % (wAv) Ist vorallem 
deshalb zweckn^adlg, da bei einem hdheren Wassergehalt die Lagerstabilitat gefahrdet sein kann. 

46 Es wurde auch gef unden, da& die Zunahme der TrObung durch die Lyophillsierung und Rekonstitutlon um- 

so groHer ist wenn bereits das Ausgangsmaterial relativ trub ist Dabei istzu beachten, da& von einem ge- 
eigneten Ausgangsmaterial ausgegangen wird, urn in der rekonstituierten Ldsung nicht mehr als 70 LSU zu 
messen. Werte uber 70 LSU entsprechen einer Trubung, die die Verwendung der Ldsung als Referenz bzw. 
Kontrolle f Or nephelometrlsche Bestlmmungen praktisch unbrauchbar macht. Besonders gut geeignet sInd 

so Werte von bis zu 50 LSU. 

Das erfindungsgemafie lyophilisierte Kontroll- oder Referenzplasma bzw. Kontroll- oder Referenzserum 
kann welters nlcht reduzlerende Zucker, wIe Saccharose, zur Stab! lisierung enthalten. Ein Gehaltan Saccha- 
rose von nlcht mehr als 25 %, vorzugswelse 12 bis 20 %, ist vortellhaft. 

Das erf indungsgemal^ Plasma bzw. Serum ist ausreichend lagerstabil. Dies war nicht vorherzusehen, 

55 da eher danach getrachtet wurde, den Wassergehalt In einem Lyophilisat mdgllch welt herabzusetzen, um die- 
ses lagerstabil zu machen. 

Die Erfindung betrifftw iters ein V rfahren zur Herstellung eines lyophi lisierten Kontroll- oder R farenz- 
plasmas bzw. Kontroll- oder Referenzserums, welches dadurch gekennzeichnet ist da& lipoproteinhaltigem 
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Plasma bzw. Serum gegebenenfalls in nicht reduzierender Zucker, vorzugsweis Saccharose, zug setzt wird 
und bis zum Erreichen eines Wassergehaltes zwischen 1 und 10 % lyophilisiert wird. 

Es hat sich gezeigt, daB eine Trubung von mehr als 70 LSU in der rekonstituierten Losung dann verhindert 
werden kann, wenn das Lyophilisat im angefeuchteten Zustand bzw. in feuchter Atmosphare inkubtert wird. 
5 Dabei nimmt das Lyophilisat in reversibler Weise Feuchtigkelt wieder auf, was wiederum eIne kiare rekonsti- 
tuierte Losung zur Folge hat. Auf diese Weise konnen Lyophiiisate, die bei ubiicher Rekonstitution (Zugabe 
von Wasser) eine trube und daher unbrauchbare Ldsung ergeben wQrden, zu Losungen rekonstttuiert werden, 
die eIne TrObung von wenlgerals 70 LSU aufwelsen und daher in der Diagnostikverwendet werden kdnnen. 

Ein bevorzugtes Verfahren zur Herstellung eines iyophilisierten Kontroll- Oder Referenzplasmas bzw. Kon- 
io troil- Oder Referenzserums ist daher dadurch gekennzeichnet, daA ein lyophilisiertes lipoproteinhSltiges Plas- 
ma bzw. Serum in feuchter Atmosphare inkubiert wird. 

EIne weitere Ausfuhrungsform des Verfahrens zur IHersteilung eines lyophiiisierten Kontroli- Oder Refe- 
renzplasmas bzw. Kontroli- Oder Referenzserums besteht darin, da& zu einem lipoproteinhaltigen Piasma Oder 
Serum gegebenenfalls nicht reduzlerende Zucker. vorzugsweise Saccharose, zugegeben werden, das Serum 
IS Oder Plasma darauf hin lyophilisiert wird und das Lyophilisat durch Inkubatkin In feuchter Atmosphare auf einen 
Wassergehait zwischen 1 und 10 % eingestelit wird. 

Es kdnnen also auch aus Lyophillsaten mit eInem gerlngen Wassergehait durch Inkubation in feuchter At- 
mosphare Kontroll- Oder Referenzplasmen bzw. Kontroil- Oder Referenzseren hergestellt werden, die eIne TrO- 
bung von maximal 70 LSU aufweisen. 
20 Ein Verfahren zur Herstellung eines Kontroli- oder Referenzpiasma bzw. Kontroil- Oder Referenzserum 

f Ordiagnostische Zwecke, welches Lipoprotelne, insbesondere Apo-B-hSltlge Lipoproteine enthSlt, Ist dadurch 
gekennzeichnet, da(^ ein erf indungsgema&es Kontroll- Oder Referenzpiasma bzw. Kontroil- Oder Referenzse- 
rum zu einer klaren LGsung mit einer TrObung von maximal 70 LSU rskonstltuiert wird. 

EIne besonderes bevorzugte AusfOhrungsform eines Verftihrens zur Herstellung eines Kontroll- oder Re- 
25 ferenzplasma bzw. Kontroll- oder Referenzserum fur diagnostlsche Zwecke, welches Lipoproteine, Insbeson- 
dereApo-B-haltlga Lipoproteine enthalt, besteht darin, da(^ ein lyophilisiertes lipoproteinhaitiges Plasma bzw. 
Serum durch inkubation In feuchter Atmosph&re auf einen Wassergehait zwischen 1 und 10 % eingestelit wird 
und anschlieHend zu einer klaren Losung mit einer Trubung von maximal 70 LSU rekonstituiert wird. 

Die Inkubation in feuchter Atmosphare erfblgt bei geeigneten Temperaturen im Bereich von 4 bis SO^C, 
30 vorzugsweise zwischen 30 und 40'C, Insbesondere bei etwa 37*C, so lange, bis die TrObung der rekonstitu- 
ierten Ldsung einem Wert von maximal 70 i^U entsprichL Die Dauer der inkubation ist temperaturabhangig 
und kann 1 bis 50 Tage, vorzugsweise 7 bis 28 Tage, betragen. Ein Zusatz von nicht reduzlerenden Zuckern, 
Insbesondere Saccharose, kann vor der Lyophlllsierung erfolgen. 

Die Erf indung wird durch die nachfolgenden Beispiele naher erlSutert: 

35 

Beisplel 1: 

Herstellung von Plasma-Lyophiiisat mitunterschiedlichem Wassergehait 

Rethrombinislerte frische Plasmaproben wurden mit 15 % Saccharose versetzt und auf Ihre TrObung un- 
40 tersucht. Danach wurden Proben mit 20 LSU bis zu einer Restfeuchte von 0,5; 1,1; 3,8 und 8,5 % (w/w) Wasser 
iyophilisiert Zum Vergleich wurden Plasmaproben mit 48 LSU bis zu einer Restfeuchte von 1,1 und 2,8 % (w/w) 
lyophilisiert Der Wassergehait wurde nach der Methode von Karl Fischer gemessen. 

Die Lyophilisate wurden mit Wasser rekonstituiert und bis zum Erreichen des Ausgangsvolumens ver- 
dunnt. Die Trubung der rekonstituierten Losungen wurde mit einem IMMUNO Video-Nephelometar (Fa. 
46 IMMUNO AG) gemessen. 

Tabelle 1 zeigt. dad die Trubung der Ldsung des Lyophilisates mit 0.5 % (w/w) Wassergehait unzulassig 
hoch isL Ebenso ist ersichtlich, dad Plasnia mit einer hdheren Eigentrubung erst bei einem hdheren Wasser- 
gehait des Lyophilisates eine noch zulassige Trubung In der rekonstituierten lj5sung mit sich bringt. Es besteht 
ein linearer Zusammenhang zwischen dem Logarlthmus des Wassergehaltes und dem Logarithmus des Ver- 
50 hSitnisses der Trubung In der rekonstiuierten LSsung zu der des Ausgangsplasmas (r = -0,83). 
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Tabelle 1 

EinfluB des Wassergehaltes Im Plasma- liyophlllsat: auf die 
Trubung in der rekonstitulerten L6sung 



Wassergehalt Im 
Lyophlllsat: 
rekonstltulerter 
(%, w/w> 



(I*SU) 



Triibung im 
AusgangspXasma 



Trttbung In 



IS 0,5 


20 


lOO 


1.1 


20 


70 


3,8 


20 


26 


8,5 


20 


19 


^ 1,1 


48 


100 


2,8 


48 


69 



25 Beispiel 2: 

PrOfung der LagerstabllltSt eines Kontrollserums in Abhdnglgkeit von der Restfeuchtfgkelt 

Lp(a)-haltige Kontrollseren, hergestellt nach dem Verfahren derAT-B-361 135, mit einem Gehalt an Sac- 
charose (15 %) mitunterschiedlichem Wassergehaitwurden bei SyC 14, 21 und 28 Tage inkubiert Erfahrungs- 
30 gemdil entsprechen 28 Tage bei ZT^C einer Lagerstabi lltat von 2 Jahren bei -i-4<'C. Zur Beurteilung der Stabllitat 
wurde Lp(a) (Lipoprotein a) quantitativ bestimmt und der Quotient QLp(a) berechnet 
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QLp(a) 



Lp( a) -Gehalt n Tage 37 ''C 
Lp(a)-Gehal1: O Tage 37 *€ 



Tabelle 2 



so 



55 



Lagerstabllltat eines Kontrollserums mit unterschledltehem Wassergehalt 


Wassergehalt (%) 


QL4>(a) nach einer Inkubationsdauer von 


Od 


14 d 


21 d 


28 d 


3,0 


1,00 


1,00 


1,00 


1,04 


1,5 


1,00 


0,94 


1.06 


1,00 


1.0 


1,00 


1.07 


1,05 


1,04 


0,5 


1,00 


0,94 


0,91 


0.94 



Furden untersuchten Zeltraum 1st die Lagerstabi I itit des Lp(a)-haltigen Serums unabhangig von der Rest- 
feuchte. 
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Beispiel 3: 

HersteKung von Serum-Lyophilisat mit unterschiedlichem Saccharosegehalt 

Lp(a)-haltiges Kontrollserum. hergestelit nach dem Verfahren der AT-B-361 1 35, wurde mit verschiedenen 
Antellen Saccharose (5 %, 10 %, 1 5 %) versetzt, eingefroren und so lyophillsiert, da& im Endproduktder Was- 
sergehalt variierte. . 
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Tabelle 3 

ElnfluB voa Saccharosegehal-t Im Serum- Lyophi 11 sat 
au£ die TrObung der rekonstltulerten LOsung 



16 



20 



25 



WassergehaXt (%) 



Trtibung (LSU) in der rekonstltuierten 
LOsung des Serum- Lyophlllsa-tes mit 
elnem Saccharosegehalt: von 



5 % 



10 % 

Saccharose 



15 % 



8,0 - 8,4 
2,9 - 4,2 
1,0 - 1.2 



280 LSU 
195 LSU 
210 LSU 



57 LSU 
95 LSU 
194 LSU 



41 LSU 
73 LSU 



) 



nlcht: besliiinint 



30 



35 



40 



45 



50 
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Beispiel 4: 

Inkubatlon von Serum-LyophiilsatzurHerabsetzung derTrubung in der rekonstltuierten Losung 

2 Chargen von Lp(a)-h3ltigem Kontrollserum, hergestelit nach dem Verfahren der AT-B-381 1 35, mit einem 
Saccharosegehalt von 15 % wurden lyophllisiert und anschileaend in feuchter Atmosphere bei 37''C inkubiert 
Die Zunahme des Wassergehaltes im Lyophilisat sowie die Abnahme der TrQbung in der rekonstltuierten Ld- 
sung wurden nach 1, 2. 3 und 4 Wochen bestimmL 

Tabeiie4 



Einflu& der Inkubatlonsdauerauf den Wassergehalt im Serum-Lyophilisat und auf die TrQbung der 

rekonstltuierten Losung 




Charge 1 


Charge 2 


inkubatlonsdauer (d) 


Trubung der 
rek. Ldsung 
(LSU) 


Wassergehalt (%) 


Trubung der rek. 
Ldsung (LSU) 


Wassergehalt (%) 


0 


88 


1.2 


270 


1.7 


7 


49 


1.3 


228 


2.4 


14 


38 


1,4 


181 


3.2 


28 


14 


2.5 


40 


3,6 
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Patentanspru h 

1. Lyophilisiertes Kontroll- oder Referenzplasma bzw. Kontroll- oder Referenzserum fur diagnostische 
Zwecke, welches Lipoproteine. insbesondere Apo-B-haltige Lipoproteine enthalt. dadurch gekennzeich- 
net, da& es einen Wassergehalt zwischen 1 und 10 %, vorzugsweise zwischen 1,5 und 5 %, aufwelst und 
zu einer klaren Losung mit einer Trubung von rraxlmal 70 LSU rekonstituierbar ist 

2. Lyophilisiertes Kontroll- oder Referenzplasma bzw. Kontroll- oder Referenzserum nach Anspruch 1, da- 
durch gekennzeichnet, da& es nicht reduzierende Zucker, insbesondere 12 bis 20 % Saccharose, enthdit 

3. Verfahren zur Hersteilung eines iyophilisierten Kontrall- oder Referenzplasma bzw. Kontroll- oder Refe- 
renzserum nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, da& lipoproteinhfiltlgem Plasma bzw. Serum ge- 
gebenen^ls ein nIcht reduzlerenderZucker, vorzugsweise Saccharose, zugesetzt wfrd und bis zum Er- 
relchen einea Wasseigehaltes zwischen 1 und 10 % lyophlllslert wird. 

4. Verfahren zur Hersteilung eines iyophilisierten Kontroll- oder Referenzplasma bzw. Kontroll- oder Refe- 
renzserum nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dalS ein lyophilisiertes lipoproteinhaltiges Plasma 
bzw. Serum in feuchter Atmosphdre Inkubiert wird. 

5. Verfahren zur Hersteilung eines Iyophilisierten Kontroll- oder Referenzplasma bzw. Kontroll- oder Refe- 
renzserum nach Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet, daR zu einem lipoprotelnhaltigen Plasma oder Se- 
rum gegebenenfalls nicht reduzierende Zucker, vorzugsweise Saccharose, zugeget>en wird, lyophilisiert 
wird und das Lyophilisatdurch Inkubation in feuchter Atmosphare auf einen Wassergehalt zwischen 1 und 
10 % eingestellt wird. 

6. Verfahren nach einem der Anspruche 4 oder 5, dadurch gekennzeichnet, dad die lnkubatk)n in feuchter 
Atmosphdre bel einer Temperatur zwischen 4 und 50*^0, vorzugsweise zwischen 30 und 40^*0, und wSh- 
rend einer Zeitdauer zwischen 1 und 50 Tagen, vorzugsweise 7 bis 28 Tagen, erfolgt 

7. Verfahren zur Hersteilung eines Kontroll- oder Referenzplasma bzw. Kontroll- oder Referenzserum fur 
diagnostische Zwecke, welches Lipoproteine, insbesondere Apo-B-hdItige Lipoproteine enthalt, dadurch 
gekennzeichnet, da& ein lyophilisiertes Kontroll- oder Referenzplasma bzw. Kontroll- oder Referenzse- 
rum nach einem der Anspruche 1 oder2 zu einer klaren L5sung mit einer Trubung von maximal 70 LSU 
rekonstituiert wird. 

8. Verfahren zur Hersteilung eines Kontroll- oder Referenzplasma bzw. Kontroll- oder Referenzserum fOr 
diagnostische Zwecke, welches Lipoproteine, Insbesondere Apo-B-hdItlge Upoproteine enthfilt, dadurch 
gekennzeichnet, da& ein lyophilisiertes lipoprotein h31tiges Plasma bzw. Serum durch inkubation in feuch- 
ter Atmosphere auf einen Wassergehalt zwischen 1 und 10 % eingestellt wird und anschlie&end zu einer 
klaren Ldsung mit einer TrObung von maximal 70 I^U rekonstituiert wird. 

9. Verfahren nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, da&die Inkubation in feuchter Atmosphare bei einer 
Temperatur zwischen 4 und SO^C, vorzugsweise zwischen 30 und 40°C, und wahrend einer Zeitdauer zwi- 
schen 1 und 50 Tagen, vorzugsweise 7 bis 28 Tagen, erfolgt. 



